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論 文 内 容 要 旨
ブルーム症候群原 因遺伝子(BLル の,ウ エルナー症候群原 因遺伝子(WRN),ロ スモ ン ドートムソ ン症候
群原 因遺伝 子(R∬)産 物 は,大 腸菌 のRecQに よく似た タンパ ク質でRecQヘ リカーゼ ファ ミリーに属す
る。上記 ヒ ト遺伝病 はゲノム安定性 の維持 に欠陥があ り,本 研 究ではその原 因を探 るモデル生物 として出
芽酵母 を用 いた。 出芽酵母 には唯一 のRecQ遺 伝 子 として5051が 存在 してい る。3G51は 初め,DNAト ポ
イソメラーゼの一種であ るTOP3と 遺伝学 的及 び物理的 に相互作用す る因子 として同定 された。 これ まで
に,5g∫1変 異 株 で は 自発 的 に生 成 す る組 換 えの頻 度 が 上 昇 し,DNA傷 害剤 で あ るMMS(methyl
methanesulfonate)に 感受性 を示す ことが報告 されている。 さらに当研 究室小野 田によ りSgs1が"Rad52相
同組換 え修復経路"に 属するこ とが示 された。そ こで本研 究では,Sgs1とTop3に いかなる機能 的な関係
があ るのか,及 びSgs1が どの ような相同組換 え反応 に関与 しているかに焦点 をあてて研究 を行 った。
1.Sgs1はN末 端領域を介 してTop3と 相互作 用する
1994年 に5G51が 発見 されて以来,Sgs1とTop3に 何 らか の関係があ るこ とは示唆 されてい たが,具 体
的 にSgs1とTop3が 細胞 内の どの ような過程 に関与す るのか は明 らか になっていなか った。本研究 で は,
Top3がSgslのN末 端領域1-45ア ミノ酸残基で相 互作用す ることを見 いだ し,こ の領域 に複数 の ミスセ ン
ス変異 を導 入す るこ とで,ToP3と の結合能力 を失 った12/!3-GIS変 異5G81を 作製 した。 この12/13-GIS
変異5G81は,5831変 異株 の"MMS感 受性","相 同染色体 問の組換 え頻度充進","姉 妹染色分体 間の組
換 え頻度充進"な どの表現型 を相補 で きなか った。 この結果 より,Sgs1とTop3の 結合 はSgs1が 細胞内
でその機能 を遂行す る上で不可欠であ るとい うこ とが初めて明 らかになった。
2.Sgs1はDNA修 復過程 に関与す る
5851変 異株 の示すMMS感 受性 について2つ の対立 するモデルがあ る。ひ とつ は近年提 唱 された もので,
DNA複 製中に何 らかの理 由で複製 フ ォークが停 止す ると,新 生鎖同士 が巻 き戻 ってHollidayjunction様 の
構造 が生み出 され るが,Sgslは このHollidayjunction構1造 を巻 き戻 して解消 させ るとい う ものであ る。 こ
のHollid乱yjunction構 造 はMms4-Mus81複 合体 の もつヌク レアーゼ活性の基質で もあ り,5951株 で はSgs1
が機 能 しないためHollidayjunction構 造がMms4-Mus81に よって過剰 に二本鎖切 断 に変換 され,そ れが相
同組換 えの開始 を促 進するため組換 え頻度 が充進 する。 この際,MMSな どゐDNA傷 害剤が存在す る と
5851変 異株 では野性型 に比べ"よ り致命的な過剰 の二本鎖切断 を被 る"た めMMS感 受性 になる とい うも
のである。 もうひ とつのモデルは,Sgs1は 遺伝学的 にRad52相 同組換 え修復経路 に属するのだか ら,MNIS
によって生成 した二本鎖切断等のDNA傷 害 を修復す る能力 を もつ とい うものである。 この2つ のモデル
のいずれが正 しいのか を,MMSで 傷害 を受 けた細胞 の染色体 をパ ルスフ ィール ドゲ ル電気泳動 によ り直
接観 察す るこ とで検討 した。 その結果,MMSで 短時 間処理 した直 後の二本鎖切 断の生成量 は,野 性型 と
5951株 で差が なか った。一方,MMSを 取 り除いた後 にMMSを 含 まない培 地で培養 して,染 色 体サ イズの
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DNAの 出現 を指標 に修復 を観察す ると,sg51変 異株 ではrad52変 異株 と同様 にDNA修 復が起 こらなかった。
この結果 よ り,Sgs1はMMSに よる二本鎖切断が生 じた後の修復過程 に関与す ることが明 らか となった。
3.Sgs1とRad52,Ku70,Mre11と の関係
一般 に
,二 本鎖切 断が生 じる と,こ の二本鎖切断 は"Rad52相 同組換 え経路"'と"Ku70が 機能す る非相
同組換 え経路"で 修復 される と考 え られてい る。 また"Rad52が 機能 する相 同組換 え経 路"は,さ らに
"R
ad51の 機能 に依存す る経路"と"Rad51の 機能 に依存 しない経路"の 大 き く2つ の経路 に分類 で きる。
この うち"Rad51の 機能 に依存 しない経路"に おいてMrellが 働 いてい る と考 え られて いる。 こ こで,
SgslはMMSに タ り形 成 された二本鎖 切断 の修復 過程 で機能す る こ とが わか ったので,SgslとRad52,
Ku70,Mrellと の関係 を遺伝学的 に解析 した。その結果,5951kロ7り の二重変異株 や5951mre1ユ ニ重変異株
で のMMS感 受性 は,そ れぞれ単独 の変異株 のMMS感 受性 よ りも高 くなった。 この結 果 よ り,Sgs1と
Ku70及 びMrellは 異 なる経路 で機能 している ことが示 された。 また,Mrel1は 相 同組換 えだけで な く非
相 同組換 えに も関与 している こ とか ら,非 相 同組換 えの影 響 を排 除す るため に如70変 異株 において両遺
伝 子の関連 を調べ た。 その結果,Ku70の 非存在下で は595!mハe刀 変異株 の感受性 はrad52変 異株の感受性
にほぼ一致 した。 この ことは,Sgs!が"Rad5!の 機能 に依存す る経路"に 属 し,"Rad5!の 機能 に依存 しな
い経路"に 属すMre11と は独立 した役割 をRad52相 同組換 え経路 の中で果 た している ことを示唆 している。
4.DNA傷 害時 にSgs1とTop3は 協調 して相 同組換 え反応 を促進す る
野1生型 の二倍体細胞で はMMSに 曝 される と相 同染色体問の組換 え(HR)が 誘導 され る。一方,一 倍体
細胞 において もMMS存 在下 で姉妹染色分体 間の組換 え(SCR)の 誘導が観察 される。DNA傷 害 によって
誘 導 され るHRやSCRはRad52相 同組換 え経路 に よって起 こる ことが知 られてい る。 そこで,Sgslが
MMSで 誘導 され るHRやSCRの 生成 に関わってい るか検討 した。その結果,5851変 異株 ではMMSで 誘
導 され るHRやSCRが 野性型 に比べて著 しく低 下 して いることが 明 らか となった。 このことはSgs1がHR
やSCRの 反応 にRad52メ ンバ ーの一員 と して機 能 しているこ とを示 している。 この組換 えの誘導 の欠損
は野性 型3G51をsg51株 に導入す る と相補 で きたりで,ヘ リカーゼ ドメイ ンを完 全 に欠質 した △C852
(SgslのN末 断片)とToP3と 結合で きない変異12/13-GISを5951株 に導 入 してMMSで 誘導 されるHRと
SCRを 測定 した。Sgs1の ヘ リカーゼ ドメイ ンを完全 に欠質 して も ∫851のMMSの 感受性が部分的に相補 さ
れ た。 この △C852の もつMMS感 受性 の部分的 な相補 は58∫1ωP3二 重 変異株 や ∫8∫1rad52二 重変異株で
は観察 されない ことか ら,△C852の 機能 はToP3及 びRad52の 存在下 に発揮 されるこ とが明 らか になった。
このヘ リカーゼ ドメインが ない △C852が,MMSで 誘導 され るHRやSCRの 反応 を促進で きた ことか ら,
Sgslの ヘ リカーゼ活性 は相 同組換 え に必 ず しも必 須で はない とい う新 しい知見 を得 る ことがで きた。一
方,ToP3と 結合で きない12/13-GISは595ヱ 株 のMMS感 受性 を全 く相補 で きず,さ らにMMSで 誘導 され
るHRやSCRを 促進 で きなかった。 これ らの結果か ら,"Sgs!のN末 端領域 とTop3が 結合 し,Rad51に
依存 したRad52経 路 で協調的 に機能するこ とが,相 同組換 えの誘導 に必須 である"と い うことが明 らか に
なった。
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審 査 結 果 の 要 旨
ヒ トゲ ノム には大腸 菌のRecQタ ンパ ク質 に相 同性 を もつ タンパ ク質をコー ドす る遺伝子が5つ 存在 す
る。 これ らのRECQ遺 伝子の うち,3つ は ヒ トゲ ノム不安定性 を示す遺伝病 の原 因遺伝子である。本研究
は出芽酵 母RECQ遺 伝子5G31に 着 目 し,5851遺 伝 子破 壊株の解析 を通 じて ヒ トRecQめ 機能欠損 に よ り
生 じる遺伝病の原 因 を分子 レベルで解 明す ることを目指 した ものであ る。
3G3!は,DNAト ポイソメラーゼIII(TOP3)と 遺伝学 的に相互作用す る遺伝子 として同定 され,こ れ
らの遺伝子 に よ りコー ドされる タンパ ク質,Sgs1とTop3と の 問に何 らかの機能的関係が あるこ とが示唆
されていたが,SgslとTop3が 実 際に どの ような過程 に関与 してい るのか不明であ った。本研 究 ではまず
は じめ に,両 者の相互作用 を解析 し,Top3がSgs1のN末 端領域1-45ア ミノ酸残基 で結合す ることを見 い
だ した。 この領域 に ミスセンス変異 を導入す ると,DNA傷 害剤であ るmethylmethanesulfonate(MMS)に
対 して感受性 にな り,組 換 え頻度充進 を抑制す るこ とがで きな くなったこ とか ら,Sgs1の 機能の発現 には
Top3と の結合が不可欠であるこ とが明 らかになった。
次 に,SgslのMMS感 受性抑制機能 は,SgslがDNAσ ～二本 鎖切 断形成 を抑制す るこ とによるのか,あ
るいは二本鎖切断の修復 に関与す るためであるのか を調べ るために,MMSで 傷害 を受 けた細胞 の染色体
DNAを パ ルス フィール ドゲル電気泳動 によ り分離 して観察す る ことによ り検討 した。その結果,Sgs1は
MMSに よ り形成 されたDNA二 本鎖切断の修復過程 に関与 するこ とが 明 らか になった。 この二本 鎖切 断は
"R
ad52相 同組換 え経路"と"Ku70が 機能す る非相 同組換 え経路"で 修復 される と考 え られている。 そ こ
で,二 本鎖切断の修復 に関与す る種々の タンパ ク質 との機能的関連 を遺伝学 的 に解析 し,Sgs1は"Rad51
の機能 に依 存す る経路"に 属 し,"Rad51の 機 能 に依存 しない経路"に 属すMre11と は独立 した役割 を
Rad52.相 同組換 え経路 で果 た してい ることを証明 した。
最後 に,Sgs1がMMSで 誘導 され る相 同染色体 問の組換 え(HR)や 姉妹染色分体 問の組換 え(SCR)に
関わ っているかを検討 し,Sgs1がTop3と ともにHRやSCRに おいてRad52経 路 の一員 として機能 してい
るこ とを明 らかに した。 また,Sgslの ヘ リカーゼ活性 はこれ らの組換 えに必ず しも必 須で はない とい う
新 しい知見を得 た。
以上の ように,本 研 究 はSgs1の 機能及び,Sgs1とTop3と の機 能的関連 に関す る理解 を大 き く進展 させ
る ものであ り,ま た,高 等真核細胞 のRecQフ ア ミリー タ ンパ ク質の機能の解明 に も大 きく貢献す る もの
であ る。 よって,本 論文 は博:士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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